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PROCEDE D'EXTRACTION DE PRINCiPES ACTIFS VEGETAUX A PARTIR DE GRAINES DE LUPIN BLANC 
DOUX, EXTRAIT OBTENU ET COIWPOSITION UTILISANT AU WIOINS UNE FRACTION DE CET EXTRAIT. 




L'objet de I'invention est un procede d'extraction de 
prmcipes actlfs prevus pour augmenter I'epaisseur du stra- 
tum corneum afin de lutter contra les agressions de la peau 
par I'environnement, caracterlse en ce qu'il comprend la 
succession d'etapes suivantes: 

- broyage de gralnes de lupin blanc doux en sorte d'ob- 
tenir de la farine, 

- solubilisation de la farine ainsi obtenu a raison de 5 a 
20% en volume dans une solution aqueuse, 

- hydrolyse des protelnes en presence d'une protease, 

- filtration de la solution en sorte d'obtenir une solution 
clarifiee, exempte de particules, 

- filtration st6rilisante pour retenir les micro-organismes, 
levures et moisissures ainsi que la flore mesophile totale. 

L'invention couvre aussi I'extrait obtenu par ce procede, 
la composition qui Tintegre et Ie procede de traitement as- 
socie. 
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PROCEDE D EXTRACTION DE PRINCIPES ACTIFS VEGETAUX A 
PARTIR DE GRAINES DE LUPIN BLANC DOUX. EXTRAIT OBTENU ET 

■ 

COMPOSITION UTILISANT AU MOINS UNE FRACTION DE CET EXTRAIT 

La presente Invention concerne un proc6de d 'extraction de principes 
actifs vegetaux de graines de lupin blanc doux, I'extrait obtenu et une 
composition utilisant au moins une fraction de cet extrait. 

La graine de lupin est bien connue et cultlvee notamment pour 
5 r alimentation animale en limitant les vari6t6s a celles qui sont exemptes de 
lupinine qui est particulierement toxique. 

La variete utilisee dans le cas de la presente invention est plus 
particulierement ia graine de lupin blanc doux et cette definition de lupin blanc 
doux doit etre consideree pour la suite de la description comme comprenant 
10 toute espece de lupin exempte d'alcaloides. 

Le but de la presente invention est de proposer un extrait qui permet de 
regenerer la fonction barri^re de la peau pour lutter centre les mefaits dus aux 
agressions environnementales. 

De ce fait, par action sur la peau cet extrait permet indirectement de 
1 5 lutter contre les radiations solaires. 

Cet extrait peut etre combine a des agents cosmetiques, cr§me, 
onguent, poudre, solution par exemple afin d'en permettre un usage pratique. 

Un des moyens principaux de defense de I'organisme et de regeneration 
de la fonction barriere de la peau, face a des agressions environnementales est 
20 I'epaississement du stratum corneum. 
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Ce moyen de defense a un temps de reponse relativement lent et 
repaississement de la peau demande plusieurs jours pour permettre une lutte 
efficace. 

II faut done pouvoir proteger Tepiderme de facon preventive et la 
5 presente invention vise h proposer un extralt qui assure une augmentation de 
Tepaisseur du stratum corneum de facon preventive, car il se trouve que c'est 
un moyen particulierement efficace de lutte, notamment pour les personnes a 
taint de peau clair quand ii s*agit du rayonnement solaire par exemple. 

Get extrait, comme cela sera montre par les resultats obtenus, dynamise 
10 la reaction de keratinisation en accompagnant cette action de renforcement de 
Tarmature epidermique par epaississement. 

Cette reaction de keratinisation est un precede complexe bien connu de 
maturation du tissu cutane par lequel les keratinocytes vivants sont 
transformes en cellules cornifiees mortes qui agissent comme protecteur vis a 
1 5 vis notamment des pertes d'eau et des agressions externes. 

Les corneocytes apparaissent comme des enveloppes constitutes de 
prot6ines entrecroisees entourant un reseau de filaments de keratine, 
Tensemble constituent le stratum corneum. 

Des proteines assurent la cohesion de ce stratum corrieum et plus 

20 particulierement : 

- rinvolucrine : cette proteine ainsi que decrit dans ECKERT R.L, YAFFE 
M.B, CRISH J-F ( the Journal of Investigative Dermatology. 1 993, Vo 5, p 61 3- 
617) est riche en residus glutamines (40% de Glutamine et d'acide 
glutamique) et de ce fait joue un rdle majeur dans la formation des enveloppes, 

25 La formation des enveloppes est un processus lent et rinvolucrine 

assure une initialisation du processus et dynamise aussi son deroulement, ce 
qui est recherche. 

Le processus de formation des enveloppes est lie a Telaboration d'un 
reseau de proteines pontees { s -( y -glutayDlysine) qui constitue la structure de 
30 Tedifice moleculaire des enveloppes et conduit a une stabilite de Tensemble, 

et 
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- la Filaggrine : cette proteine cellulaire est synthetisee dans les cellules 
de la couche granuleuse de repiderme sous forme de precurseur phosphoryl6 
et presente la capacite d'agr6ger les filaments de keratine. 

De plus, cette proteine joue un role metabolique qui permet d'assurer le 
5 maintien des proprietes physiques du stratum corneum, ainsi que cela a et6 
decrit dans la publication WEIDENTHALER HAUBER I, ANTON-LANPRECHT 
I (Dermatological Research, 285, p 1 1 1-1 20), 

Cette proteine a une duree de vie relativement courte vu le 
renouvellement rapide du stratum corneum mais sa degradation participe 

■ 

10 encore a la lutte centre les rayonnements solaires et autres agressions. En 
effet, elle est rapidement proteolysee pour generer un groupe concentre 
d'acides amines libres qui joue un role important d'ecran face aux UV et/ou de 
reservoir d'eau, comme le PCA (pyrrolidone carboxylic acid), 

Le procede selon la presente invention permet d'extraire des principes 

15 actifs qui dynamisent la synthese plus particulierement de ces deux proteines 
de structure, ce qui permet des traitements preventifs pour preparer la peau 
aux agressions du soleil en limitant les risques dus d une exposition 

raisonnable au soleil. 

Le procede selon la presente invention permet d'extraire des principes 
20 actifs qui presentent d'autres caracteristiques et d'autres effets en 

complement des precedents. 

C'est ainsi que Textrait obtenu permet, en plus de Teffet protecteur, 

d'obtenir une action reparatrice du stratum corneum avec un effet sur le 

metabolisme des lipides epidermiques qui conduit a diminuer les pertes en eau, 
25 A cet effet, le procede selon T invention concerne T extraction de 

principes actifs prevus pour augmenter I'epaisseur du stratum corneum afin de 

lutter centre les agressions de la peau par Tenvironnement, et se caracterise 

en ce qu'il comprend la succession d*etapes suivantes : 

- broyage de graines de lupin blanc doux en sorte d'obtenir de la farine, 
30 - solubilisation de la farine ainsi obtenu a raison de 5 a 20% en volume 

dans une solution aqueuse, 

- hydrolyse des proteines en presence d'une protease. 
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- filtration de la solution en sorte d'obtenir une solution clarifiee, 
exempts de particules, 

- filtration sterilisante pour retenir les micro-organismes, levures et 
moisissures ainsi que la flore mesophile totale. 

5 Plus particulierement, les conditions d'hydrolyse sont telles que le pH 

est maintenu entre 6,0 et 9,0 et a une temperature maintenue entre 50 et 
80°C. 

Selon le procede, prealablement a la filtration sterilisante, la solution est 
concentree et meme la solution finale peut etre lyophilisee. 
10 L'invention couvre aussi I'extrait obtenu, prevu pour augmenter 

Tepaisseur du stratum corneum afin de lutter centre les agressions de la peau 
par Tenvironnement qui presente : 

- un taux de matiere seche superieur a 20g/l, notamment entre 20 et 
200g/l, plus particulierement entre 40 et 60 g/l 

15 - un pH compris entre 2 et 10, notamment entre 5 et 9, plus 

particulierement entre 6,5 et 7,5, 

- un taux de proteines superieur a 10 g/l, notamment entre 10 et 100 
g/l, plus particulierement compris entre 20 et 40 g/l, 

- un taux de sucres totaux superieur a 3 g/l, notamment entre 3 et 1 00 
20 g/l, plus particulierement compris entre 5 et 20 g/l, 

- une masse molaire des differentes especes moleculaires presentant un 
pic principal a 1300 Daltons suite a un test par filtration moleculaire 
F,P,L.C. 

Les sucres simples sont essentiellement le glucose et le saccharose et 
25 les sucres complexes ou oligosaccharides sont dans la proportion de 30% de 
la fraction glucidique totale. 

L'invention a aussi pour objet la composition cosmetique pour 
augmenter r6paisseur du stratum corneum afin de lutter contre les agressions 
de la peau par Tenvironnement qui comprend au moins pour une part ledit 
30 extra it. 
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L'invention a aussi pour objet un procede de traitement de la peau en 
vue d'augmenter I'epaisseur du stratum corneum, caracterise en ce que Von 
dispose sur la peau cette composition cosmetique. 

Le procede d'extraction est maintenant decrit en y incorporant les 
5 resultats d' analyses montrant les effets concrets des principes actifs presents 

dans I'extrait- 

Les differentes figures annexees representent : 

- figure 1 , schema de caracterisation des chaTnes glycosilees, 

- figure 2, courbe de Tanalyse des differentes especes moleculaires, 

■ 

10 - figure 3, tableau des differentes classes de lipides, 

- figure 4, graphe des differentes capacites de reparation, 

- figure 5, tableau des variatioris d'epaisseur du stratum cornaum, 

- figures 6A et 6B, deux vues d'un 6piderme temoin et traite, 

- figures 7A, 7B et 7C, tableaux comparatifs des pertes en eau en 

1 5 fonction des traitements, et 

- figure 8, graphe des taux d'ARNm filaggrine en fonction des 

traitements. 

Les graines de lupin sont prepar6es et broyees pour obtenir une farine 
pure de lupin. Cette farine est solubllisee dans une preparation aqueuse a 
20 raison de 5 a 20% en volume. II est possible de porter cette solution en 
temperature pour permettre une meilleure solubilisation. 

Les proteines sont ensuite hydrolysees a Taide d'une protease a un pH 
compris entre 6,0 et 9,0 a une temperature comprise plus particulierement 
entre 50^C et 80^C. 

25 La solution d'hydrolyse est ensuite filtree en sorte de retirer les 

particules de farine et de clarifier la solution. 

La solution est ensuite eventuellement concentree pour renforcer 
I'activite. Elle pourrait etre deshydratee ou lyophilisee. 

La derni^re phase du procede est une filtration sterilisante sur membrane 
30 afin de limiter la presence de micro-organismes, de flore mesophile totale, de 
levures, et de moisissures. 

L'extrait obtenu est caracterise par les donnees suivantes : 
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1/ taux de matiere seche superieur a 20 g/l, de 20 a 200 g/l plus 

particulierement entre 40 et 60 g/l. 

Ce taux est obtenu par passage a Tetuve a 105^C jusqu'a obtention 
d'un poids constant. 

5 2/ pH compris entre 2 et 10, notamment entre 5 et 9, plus 

particulierement entre 6,5 et 7,5, 

Cette valeur est obtenue par la methode potentiometrique. 
3/ taux de proteines superieur a 10 g/l, notannment entre 10 et 100 g/l, 
plus particulierement compris entre 20 et 40 g/l, 
10 Ce taux est obtenu par la methode de Biuret- 

4/ taux de sucres totaux superieur a 3 g/l, notamment entre 3 et 100 

g/l, plus particulierement compris entre 5 et 20 g/l, 
Ce taux est obtenu par la methode de DUBOIS 1956 (Analytical 
Chemistry, 28, N°3, p 350-356). 
1 5 Les sucres simples sont essentiellement le glucose et le saccharose. 

Les sucres complexes ou oligosaccharides sont dans la proportion 
de 30% de la fraction glucidique totale. 

II est interessant pour la caracterisation de Textrait de determiner les 
longueurs des chaTnes glycosylees, la methode employee etant une 
20 chromatographie en couche mince sur gel de silice de cet extrait compare a 
des solutions temoins : 

- galactose, 

- glucose, 

- saccharose, 

25 - acide galacturonique, 

- (3- glucan, 

- rhamnose, 

Le solvant de migration est une solution de butanol + de Tacide 
acetique + de Teau osmosee. 
30 La solution de revelation comprend de Torcinol -f de Tacide sulfurique. 

Les resultats sont regroupes dans le tableau de la figure 1 • 
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On note que Textrait revele la presence d'oligosaccharides, de mono et 

di-saccharides. 

5/ composition en acides amines 

Les taux suivants pour 100 g donnent une idee des concentrations de 
5 chacun des acides amines principaux : 



Aspartique 5 g. 

Threonine 2 g. 

Serine 3 g, 

Acide Glutamique 10 g, 

10 Alanine 2 g, 

Leucine 4 g, 

Arginine 5 g. 



6/ masse molaire des differentes especes mol6culaires. 
15 Les resultats d*un test par filtration mol6culaire F.P.L.C ( Fast Protein 

Liquid Chromatography) sont exprimes sur la figure 2 et la courbe obtenue 
montre un pic majoritaire a 1 300 Daltons, 

Apres la caracterisation de Textrait obtehu, il est interessant de 
20 determiner les effets concrets obtenus. 

1/ Effet de I'extrait obtenu sur le metabolisme des tioides 
Le protocole operatoire utilise consiste a cultiver des explants de peau 
traites avec Textrait selon Tinvention, 
25 Le dosage d'extrait est de 2% en volume sous forme d'une solution 

aqueuse. 

Une incubation de 48h ^ 37 sous atmosphere a 5% de CO2- 
Apres 48h d 'incubation, le derme et Tepiderme sont separes et les 
differentes classes de Tepiderme et leurs quantites sont identifiees, ceci par 
30 chromatographie en couche mince. 

Les classes de lipides sont regroupees dans le tableau de la figure 3. 
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On note dans les resultats indiques, avec un pourcentage d'extrait 
de 2%, une augmentation particulierement marquee : 

- des ceramides ( -f 70%), 

- du cholesterol ( + 30%) et, 

5 - des di et triglycerides ( + 20%). 

11/ Capacites de reparat ion du stratum corneum 

Ce test est mene apres une agression chimique, en Toccurrence une 
agression a Tacide lactique a 2 % pour les essais. 

Les resultats sont indiques dans le tableau de la figure 4. 
La barre 1 represente Tepaisseur apres une agression a Tacide lactique 
suivie d'un traitement de 48 h avec Textrait obtenu par le precede selon 
("invention et Ton constate un retour a une epaisseur de 90 fjxn, ce qui est 
satisfaisant. 

La barre 2 represente T epaisseur apres traitement preventlf de 48 h 
avec Textrait obtenu par le precede selon Tinvention, ou Ton constate que 
Tepaisseur teste au moins egale a Tepaisseur de Techantillon temoin bien qu'il 
y ait eu une action a Tacide lactique apres ce traitement preventif , 

La barre 3 represente T epaisseur aprds agression a Tacide lactique, ce 

qui reduit Tepaisseur a 60 /im. 

La barre 4 represente I'epaisseur de rechantlHon temoin qui est de 80 

Ill/ l<;eratinisation de Tepiderme ou eoaississement du Stratum Corneum. 
25 Pour ce test, on a recours a un epiderme reconstitue commercialise sous 

la marque Episkin, semblable a Tepiderme humain, maintenu dans un milieu 
nutritif, 

Le traitement avec Textrait est realise sur cet epiderme reconstitue 
durant la phase de proliferation cellulaire en ajoutant 5% d'extrait au milieu de 

30 culture durant 48 heures, 

Apres passage dans un liquide fixateur pour bloquer revolution, 
Tepiderme temoin et Tepiderme traite sont deshydrates et inclus dans une 
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resine. La decoupe de lames minces et la colorisation de facon trichromatique 
a I'hemateine, I'erythrosine et le safran permet une observation au microscope 
et la prise de photographies pour etude, visualisees sur les figures 6A et 6B, 
respectivement epfderme temoin et epiderme traite. 

5 Le r^suitat des mesures, tableau de la figure 5, montre une 

augmentation de I'epaisseur de 37%, ce qui est particulierement int^ressant. 
Les photographies montrent un epaississement des couches epidermiques et 
du stratum corneum. Les valeurs du tableau sont simplement comparatives et 
ont ete mesurees directement sur les photographies, sans tenir compte de 

10 I'echelle. 



IV/ Parte en eau 

La barriere cutanee joue un rdle dans I'equilibre en eau de la peau et 
toute lesion provoque une d^perdition plus importante, ce qui augmente le 
1 5 facteur dit de perte insensible en eau, PIE. 

On peut determiner ce facteur en determinant le gradient de pression de 

la vapeur d'eau qui entoure la peau. 

Par centre la PIE etant tres faible, il est pr6vu d'augmenter cette perte 
en eau par application d'une solution de lavage detergente, en I'occurrence du 

20 Lauryl Sulfate de Sodium a 10%. 

Les essais conduits sur I'homme ont ete realises par applications 
biquotidiennes d'une creme comprenant 7% d'extrait obtenu par le precede 
selon I'invention. 

On obtient les resultats indiques dans les tableaux des figures 7A, 7B et 
25 7C qui montrent les resultats sur 6 volontaires a JO et J 14. 

Le tableau 7 A indique notamment la moyenne et I'ecart-type sur cette 
moyenne sur une zone non trait6e mais Iav6e si bien que la PIE augmente dans 
le temps ce qui est I'effet recherch6. 

Le tableau 7B indique notamment la moyenne et I'ecart-type sur cette 
30 moyenne, sur une zone lavee mais traitee avec la creme incorporant I'extrait. 

Le tableau 7C indique les variations de pourcentage sous forme de 
moyenne et d'ecart-type de cette moyenne. 
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On note que I'extrait applique assure una restructuration et un 
renforcement du stratum corneum , ce qui participe activement h la r6gulation 
et au controle de la deshydratation cutanee. 



5 V/ Synthese des proteines 

On a cherche a suivre le taux de proteines plus partlculierement le taux 
de filaggrine et pour cela on a utilise un suivi des ARN messagers. 

Des keratinocytes humains sent incubes en presence de Textrait selon 
I'invention ou en presence d'une molecule de reference qui active la 
10 differenciation des keratinocytes, en Toccurrence du chlorure de calcium. 

Les ARN totaux en presence de I'extrait sont isol6s puis reverse- 
transcrits et les ADN complementaires ont ete analyses. 

On note sur la figure 8 que I'extrait selon Tinvention augraente d'un 
facteur 3,9 Texpression des ARNm de la filaggrine tandis que le chlorure de 
15 sodium augmente de 2,8 cette meme expression. Le tableau montre un 
recapitulatif des resultats. 

L'extrait stimule la synthese des proteines. 



L'extrait ainsi obtenu par le precede selon Tinvention presente de 
20 nombreuses caracteristiques qui le rendent attractif - 

En effet, sa richesse en oligosaccharides et en peptides glutamines de 
faible poids moleculaire permet une bonne penetration, relance I'activite des 
keratinocytes et stimule la synthese des proteines de structure, du type 
filaggrine. 

25 L'epaississement du stratum corneum qui en resulte modere les pertes 

d'eau et permet de lutter centre la deshydratation et le dessechement de la 
peau au soleil. 



NSDOCiD: <FR 



2778565A1J_> 



t I 

2778565 

1 1 

REVENDICATIONS 



1 . Procede d'extraction de principes actifs prevus pour augmenter 
Tepaisseur du stratum corneum afin de lutter centre les agressions de la peau 
par renvironnement. caracterise en ce qu'il comprend la succession d'etapes 
suivantes : 

5 - broyage de graines de lupin blanc doux en sorte d'obtenir de la ferine, 

- solubilisation de la ferine ainsi obtenu h raison de 5 a 20% en volume 
dans une solution aqueuse, 

- hydrolyse des proteines en presence d'une protease, 

- filtration de la solution en sorte d'obtenir une solution clarifiee, 
10 exempte de particules, 

- filtration sterilisante pour retenir les micro-organismes, levures et 
moisissures ainsi que la flore mesophile totale, 

2, Procede d'extraction selon la revendication 1, caracterise en ce que 
les conditions d'hydrolyse sont telles que le pH est maintenu entre 6,0 et 9,0- 

15 3. Procede d'extraction selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 

que les conditions d'hydrolyse sont telles que la temp6rature est maintenue 
entre 50 et 80° C. 

4. Procede d'extraction selon Tune quelconque des revendications 
pr^cedentes, caracterise en ce que, prealablement a la filtration sterilisante, la 

20 solution est concentree, 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la solution 

finale est lyophilisee, 

6- Extrait obtenu par le procede selon Tune quelconque des 
revendications pr^cedentes, prevu pour augmenter I'epaisseur du stratum 
25 corneum afin de lutter centre les agressions de la peau par Tenvironnement, 
caracterise en ce que qu'il presente : 

- un taux de matiere seche superieur a 20g/l, notamment entre 20 et 
200g/l, plus particulierement entre 40 et 60 g/l 
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- un pH compris entre 2 et 10, notamment entre 5 et 9, plus 
particulierement entre 6,5 et 7,5, 

- un taux de proteines superieur a 10 g/\, notamment entre 10 et 100 
g/l, plus particulierement compris entre 20 et 40 g/1, 

5 - un taux de sucres totaux superieur a 3 g/l, notamment entre 3 et 1 00 

g/\, plus particulierement compris entre 5 et 20 g/\, 

- une masse molaire des differentes especes moleculaires presentant un 
pic principal a 1300 Daitons suite a un test par filtration moleculaire 
F« P» L-« C * 

10 7. Extrait selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que les sucres 

simples sont essentiellement le glucose et le saccharose, 

8. Extrait selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que les sucres 
complexes ou oligosaccharides sont dans la proportion de 30% de la fraction 
glucidique totale. 

15 9. Composition cosmetique pour augmenter Tepaisseur du stratum 

corneum afin de lutter centre les agressions de la peau par Tenvironnement, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins pour une part de Textrait selon 
Tune des revendications 6,7 ou 8- 

10. Precede de traitement de la peau en vue d'augmenter Tepaisseur du 

20 stratum corneum, caracterise en ce que Ton dispose sur la peau une 
composition cosmetique selon la revendication 9. 
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